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緒緒  言言  
 
がん温熱療法は、腫瘍組織を42.5℃以上に加熱して細胞死を誘導するがん治療法である。外部磁場や近赤外レーザー

の照射により発熱するナノ粒子を利用し、ナノ粒子を腫瘍患部へ送達することで、腫瘍部位の局所的な加熱が可能であ

る。ここで、温熱治療による治療効果を高めるには、腫瘍部位へのナノ粒子の送達量の向上、あるいは一定量のナノ粒

子による殺細胞効果の向上といった方策が考えられる。本研究では、一定量のナノ粒子による殺細胞効果の向上を目指

し細胞の急所であるオルガネラに注目した。特に、オルガネラの一つであるミトコンドリアは熱ストレスなどの外部刺

激に対して敏感であり、細胞死を誘導しうる［1～3］。これを踏まえ、ナノ粒子によりミトコンドリアを局所的に加熱

することで、温熱治療の効果が向上するのではないかと考えた。 
本研究では、温熱治療のためのナノ粒子としてマグネタイトからなる磁性ナノ粒子を利用した。マグネタイトは生体

に対する毒性が低く、交流磁場の照射により発熱する特性を有している。マグネタイトナノ粒子表面へ機能性ポリマー

を修飾することでミトコンドリア指向性を付与し、温熱治療効果が向上するかを検討した。高い親水性と細胞親和性を

有する2-methacryloyloxyethyl phosphorylcholine（MPC）ポリマー［4］を基体とし、マグネタイト表面への結合能

力を有する 2-methacryloyloxyethyl succinate （MES ）ユニット、ミトコンドリア指向性を有する

triphenylphosphonium （TPP ）［5 ］部位を有する 4-vinylbenzyl TPP （VTPP ）ユニットを用いて、             
poly (MPC-co -MES-co -VTPP)（PMET）を合成した。PMETをマグネタイト表面に修飾することでミトコンドリア

指向性マグネタイトナノ粒子を合成し、マウス結腸がんCT26細胞に対する交流磁場照射下での温熱治療効果を評価し

た。本研究により、ミトコンドリア指向性VTPPユニットを含有したポリマー修飾により、マグネタイトナノ粒子によ

る in vitro温熱治療効果が向上することが明らかになった。 
 

方方  法法  
 

MPC、MES、VTPPをモノマー、ethyl 2-bromoisobutyrateを開始剤、Cuを触媒金属、tris(2-pyridylmethyl)amine 
を配位子、ascorbic acid を還元剤とする activator regenerated by electron transfer atom transfer radical 
polymerization（ARGET ATRP）により、異なるユニット組成比を有するpoly（MPC-co -MES）（PME）、PMETを

合成した（仕込み組成比は表 1 を参照）。マグネタイトナノ粒子は共沈法により合成した。二価及び三価の鉄イオン水

溶液に対してアンモニアを添加し、80℃で加熱攪拌することでマグネタイトナノ粒子を得た。反応後のマグネタイト分

散液に対してPMEまたはPMETを添加し、さらに加熱攪拌することで、ポリマー被覆マグネタイトを調製した。 
CT26 細胞に対してポリマー被覆マグネタイトを添加し、24 時間培養した後に Cell counting kit-8 を用いて細胞生

存率を測定した。また、マグネタイトを添加し24時間培養した細胞を回収し、hydrochloric acidおよび trichloroacetic 
acidを用いて細胞を処理し、hydrogen peroxideとpotassium thiocyanateを用いた呈色反応による鉄イオンの定量に

基づきマグネタイト取り込み量を評価した。さらに、マグネタイトを取り込んだCT26細胞を回収し、交流磁場の出力

を調節しながら細胞懸濁液の温度を15分間43℃に保つことで温熱治療を行った。温熱処理されたCT26細胞を再度播

種し24 時間培養した後の細胞数を計測した。細胞生存率は、通常培養されたCT26 細胞の細胞数に対する比率を求め
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ることにより算出した。 
結結果果おおよよびび考考察察  

  
11．． ミミトトココンンドドリリアア指指向向性性ママググネネタタイイトトのの合合成成とと評評価価  

ARGET ATRPにより、異なるユニット組成比を有するPME55T、PME73Tを合成した（表1）。また、比較のため

ミトコンドリア指向性のVTPPユニットを持たないPME55、PME73の合成も行った。合成したポリマーのユニット

組成比を1H NMRにより分析したところ、仕込み組成比に近い組成比を有するポリマーが得られたことが確認された。 
 

表1．ポリマーの合成結果 

 
In feed 

MPC/MES/VTPP 
(mol%)[a] 

In copolymer 
MPC/MES/VTPP 

(mol%)[b] 
PME55 50 / 50 / 0 50 / 50 / 0 
PME73 70 / 30 / 0 67 / 33 / 0 

PME55T 45 / 50 / 5 42 / 53 / 5 
PME73T 65 / 30 / 5 64 / 31 / 5 

a） MPC：2-methacryloyloxyethyl phosphorylcholine、MES：2-methacryloyloxyethyl 
succinate、VTPP：4-vinylbenzyl triphenylphosphonium. 

b） Determined by 1H NMR. 
 
鉄イオン溶液に対してアンモニアを添加し加熱することでマグネタイトナノ粒子を合成し、ポリマーを添加しさらに

攪拌することでポリマー被覆マグネタイト（PME55-mag、PME73-mag、PME55T-mag、PME73T-mag）を合成し

た。熱重量分析によりポリマーの修飾量を分析したところ、粒子表面上に存在するポリマーは 5～10 wt％程度であっ

た（図 1a）。PME55-mag と PME73-mag、PME55T-mag と PME73T-mag の修飾量を比較すると、それぞれ    
PME55-magとPME55T-magにおいて修飾量が大きくなっていた。これは、マグネタイトへの結合性を有するMES
ユニットの含有率が多かったことに起因したと考えられる。また、PME55-mag と PME55T-mag、PME73-mag と

PME73T-mag との比較から、VTPP ユニットの導入により修飾量が小さくなることが示唆された。図 1b にポリマー

被覆マグネタイトの赤外吸収スペクトルを示す。いずれのポリマー被覆マグネタイトの赤外吸収スペクトルにおいても    

970 cm－１、1,070 cm－１、1,710 cm－１付近にピークが検出された。970 cm－１のピークはN＋(CH3)3に、1,070 cm－１の

ピークはP-O-Cに、1,710 cm－１のピークはC=Oに由来するものであると考えられる。これらはMPCユニットに含ま

れる官能基であることから、粒子表面にPME または PMET が存在することが示された。次いで、ポリマー修飾マグ

ネタイトの水分散液のゼータ電位を測定したところ、カチオン性のVTPPユニットを有するPME55T-mag、PME73T-
magにおいて、電位が正方向にシフトしていた（図2）。 

 
図1．合成したポリマー被覆マグネタイトの分析結果 

a） マグネタイトおよびポリマー被覆マグネタイトの熱重量曲線。 
b） マグネタイト、PME73およびポリマー被覆マグネタイトのFT-IRスペクトル。 
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図2．ポリマー被覆マグネタイト水分散液のゼータ電位 
1,000μg/mLのマグネタイトナノ粒子水分散液のゼータ電位を評価した。 

 
22．． ミミトトココンンドドリリアア指指向向性性ママググネネタタイイトトをを用用いいたた温温熱熱治治療療  
ポリマー被覆マグネタイトの生細胞への影響を検討するため、ポリマー被覆マグネタイトを種々の濃度でCT26細胞

培地に添加し、24 時間培養した後の細胞生存率を測定した。その結果、どの濃度でも顕著な細胞生存率の低下は認め

られなかった（図 3）。この結果は、10～1,000μg/mL の濃度域ではポリマー被覆マグネタイト自体には毒性がないこ

とを示している。この結果を踏まえ、1,000μg/mLの濃度でポリマー被覆マグネタイトを用いた際の温熱治療効果を検

討した。ポリマー被覆マグネタイトを添加し 24 時間培養した後に、細胞に取り込まれたマグネタイト量を分析したと

ころ、いずれの群においても細胞に取り込まれたマグネタイト量は4％前後であった。（図4a）。次いで、マグネタイト

を取り込んだCT26 細胞に対して15 分間交流磁場を照射し、その後の細胞生存率を評価した。それぞれの細胞生存率

を比較すると、VTPP ユニットを含む PME55T-mag、PME73T-mag を添加した系において細胞生存率がより大きく

低下する傾向が認められた（図4b）。細胞に取り込まれたマグネタイト量が同程度であったことを踏まえると、ミトコ

ンドリア指向性 VTPP ユニットの存在によりマグネタイトがミトコンドリアに蓄積することで、温熱治療効果が向上

したと考えられる。 
 

  
  

図3．ポリマー被覆マグネタイトがCT26細胞の生存率に与える影響 
CT26細胞培地に10、100、1,000μg/mLの濃度でポリマー被覆マグネ

タイトを添加し、24時間培養した後の細胞生存率を評価した。 
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図4．ポリマー被覆マグネタイトを用いた温熱治療の結果 
a） CT26細胞培地に1,000μg/mLの濃度でポリマー被覆マグネタイトを添加し、24時

間培養した後に細胞に取り込まれていたマグネタイトの割合。 
b） マグネタイト被覆ポリマーを取り込んだCT26細胞に対して、15分間交流磁場を照

射した後の細胞生存率。 
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